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радiацiєю
Дослiджено вплив рентгенiвського опромiнення на статус метилування ДНК сiм’я-
дольних листкiв Linum usitatissimum в процесi старiння. Встановлено змiни профiлю
метилування у функцiонально рiзних частинах геному як при опромiненнi певними до-
зами, так i в процесi старiння. Розглянуто гiпотетичнi механiзми епiгенетичної вiд-
повiдi на дiю iонiзуючої радiацiї.
Процеси метилування та деметилування ДНК еукарiот безпосередньо задiянi не тiльки
в механiзмах регуляцiї експресiї генiв у ходi росту, диференцiювання, старiння клiтин, а
й у вiдповiдних реакцiях на стресовi впливи. Вплив абiотичного стресу на епiгеном моно-
карпiчних рослин ще належним чином не вивчено. Однак вiдомо, що абiотичнi фактори
можуть викликати гiпо- та гiперметилування сайтспецифiчних дiлянок ДНК, що позна-
чається на активностi генiв.
Такi абiотичнi стреси, як посуха, засоленiсть грунтiв, перепади температур, УФ-В, УФ-С,
iонiзуюча радiацiя та окислення впливають на рiзнi процеси в клiтинах i викликають че-
рез ланцюжок метаболiчних реакцiй змiни експресiї генiв, а також активують механiзми
стресової вiдповiдi. Iмовiрно, це здiйснюється за допомогою епiгенетичних змiн таких, як
ацетилування гiстонiв, метилування промоторiв або кодуючих областей генiв. Модифiкацiї
структури хроматину впливають на доступнiсть транскрипцiйного апарату, факторiв транс-
крипцiї, РНК-полiмерази, нуклеосомної ДНК та визначають рiвень експресiї генiв у вiдпо-
вiдь на дiю стимулу вiд оточуючого середовища. Вiдомо, що профiль метилування ДНК,
модифiкацiя гiстонiв, вмiст miРНК та активнiсть ДНК-метилтрансфераз вiдрiзняються на
рiзних стадiях онтогенезу рослини i при дiї рiзних видiв абiотичного стресу [1, 2].
В умовах глобального порушення клiмату, зростання абiотичних стресiв, зокрема ко-
роткохвильового та iонiзуючого випромiнювань, актуальним є дослiдження онтогенетичних
реакцiй епiгеному рослин у контекстi радiацiйно-iндукованого старiння [3, 4]. Аналiз дифе-
ренцiального метилування ДНК листкiв опромiнених рослин на рiзних стадiях онтогенезу
може привести до бiльш повного розумiння процесiв епiгенетичної регуляцiї старiння.
Матерiали та методи. Дослiджували дiю рентгенiвського опромiнення на епiгеном
сiм’ядольних листкiв Linum usitatissimum в процесi їх онтогенезу. Насiння L. usitatissimum
опромiнювали в дозах 10, 20, 50, 100 Гр на рентгенiвскiй установцi РУМ-17. Рослини ви-
рощували, вiдбирали сiм’ядольнi листки на рiзних стадiях їх онтогенезу: С1, С2, С3, С4 —
умовно позначених як стадiї, на яких вiдбувається морфологiчно та бiохiмiчно значущi
змiни структури листка, зокрема пожовтiння 0, 5, 25–50, 50–70% вiдповiдно. Бiоматерiал
використовували для видiлення ДНК та подальшого аналiзу патернiв метилування. ДНК
видiляли за допомогою СТАБ-методу. Видiленi препарати ДНК, концентрацiя яких стано-
вила 1–3 мкг/мкл, гiдролiзували рестриктазами MspI, HpaII, SmaI, EcoRI.
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Рестрикцiю сумарної ДНК проводили у два етапи. На першому етапi ДНК дослiджува-
них зразкiв iнкубували з ферментом рестрикцiї EcoRI, що не мiстив у складi свого сайта
впiзнавання CpG-динуклеотиди, а впiзнавав та розщеплював послiдовнiсть 5′-GAATTC-3′,
яка зустрiчається досить рiдко. Рестриктазу брали в реакцiю з 10-кратним надлишком
(1 мкг ДНК — 10 од. акт. ферменту) та iнкубували з ДНК в амплiфiкаторi “Терцик” (Росiя)
у вiдповiдних буферах протягом 16 год при температурах, вказаних виробником реагенту.
На другому етапi обробки метилчутливими рестриктазами вiдбирали половину обробленої
ДНК в реакцiю з 5-кратним надлишком (1 мкг ДНК — 5 од. акт. ферменту) та iнкубували
протягом 2–3 год з рестриктазами, чутливими до статусу метилування CpG-динуклеотидiв
(MspI, HpaII, SmaI). Рестрикцiю зупиняли нагрiванням до визначеної для кожного фермен-
ту температури. Для кожного ферменту пiдбирали умови та концентрацiю, необхiднi для
повного гiдролiзу ДНК. У подальшому аналiзi використовували алiквоту рестриктованої
ДНК в амплiфiкацiї з вiдповiдними праймерами.
Дизайн праймерiв, використаних у роботi, був виконаний за допомогою програми Pri-
mer3 (v.0.4.0) на основi нуклеотидних послiдовностей, зареєстрованих в GenBank. Для оцiн-
ки структури праймерiв використовувалася програма Oligo 4.1 Primer Analysis Software.
Склад праймерiв: ITS1 — 5′-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3′, ITS4 — 5′-TCC TCC
GCT TAT TGA TAT GC-3′, ISSR-(AG)8T, (AG)8СT.
Дослiджували епiгеном методом метилчутливої ПЛР. Використовували попередньо об-
роблену рестриктазами ДНК. Амплiфiкували послiдовностi рибосомних внутрiшнiх транс-
крибованих спейсерiв (ITS — internal transcribed spacer) в сумiшi (25 мкл), яка мiстила 50 нг
ДНК, по 0,2 мкм розчину кожного з праймерiв ITS1, ITS4, 2,0 од. акт. Taq ДНК-полiме-
рази (Fermentas), 2,5 мкл 10-кратного буфера для полiмерази (Fermentas), 0,1 мМ кожного
з dNTP (Fermentas), 2,5 мМ MgCl2 (Fermentas). Амплiфiкацiю виконували на амплiфiкаторi
“Терцик” (Росiя). Режим амплiфiкацiї: денатурацiю ДНК здiйснювали при 94 ◦С протягом
1,5 хв, пiсля чого проводили 5 циклiв амплiфiкацiї в режимi 94 ◦С — 10 с, 68 ◦С — 10 с,
72 ◦С — 20 с та 40 циклiв амплiфiкацiї в режимi 94 ◦С — 5 с, 68 ◦С — 5 с, 72 ◦С — 5 с;
завершували амплiфiкацiю при 72 ◦С протягом 5 хв.
Також дослiджували мiкросателiтнi дiлянки ДНК з використанням праймерiв ISSR
(inter-simple sequence repeat). Реакцiйна сумiш для ISSR-ПЛР (50 мкл) мiстила 1,25 од.
акт. Taq ДНК-полiмерази, 5 мкл 10-кратного буфера, 4 мМ MgCl2, 0,2 мМ кожного dNTP,
0,5 мкм праймера, 1,5 мкг сумарної ДНК, обробленої рестриктазами. Режим амплiфiкацiї:
денатурацiю ДНК здiйснювали при 94 ◦С протягом 5 хв, 40 циклiв; подальшу денатура-
цiю проводили при 94 ◦С — 45 с, вiдпал — при 52 ◦С — 45 с, елонгацiю — при 72 ◦С —
90 с, кiнцеву елонгацiю — при 72 ◦С 7 хв. ПЛР-продукти роздiляли шляхом електрофорезу
в агарозному гелi.
З метою виявлення змiн епiгенетичного патерну в рiзних у функцiональному вiдношен-
нi одиницях геному пiд дiєю опромiнення в ходi онтогенезу сiм’ядольних листкiв L. usi-
tatissimum проведено аналiз статусу метилування дiлянок внутрiшнього транскрибованого
спейсера (ITS) гена рибосомної РНК та сателiтної ДНК (ISSR).
Результати та обговорення. Перед постановкою амплiфiкацiї продуктiв рестрикцiї
проводили амплiфiкацiю сумарної ДНК, що дало можливiсть оцiнити її вихiдний стан. Як
буде зазначено нижче, амплiфiкацiя з продуктами рестрикцiї дає значущi вiдмiнностi мiж
контролем та дослiдними варiантами, а також мiж самими варiантами опромiнення рiзними
дозами. Структура нативної ДНК при амплiфiкацiї як з праймерами до транскрибованої
областi, так i до сателiтної ДНК була незмiнною, що вказує на вiдсутнiсть пошкоджень пер-
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Рис. 1. Електрофореграма продуктiв ПЛР нативної ДНК з ITS- (а) та ISSR-праймерами (б ) у зразках,
опромiнених рентгенiвською радiацiєю.
М — маркер молекулярної маси 100 bp DNA Ladder. К — контроль. Доза опромiнення: 1 — 10 Гр; 2 —
20 Гр; 3 — 50 Гр; 4 — 100 Гр
винної структури ДНК. На рис. 1 наведенi електрофореграми контролю нативностi ДНК
опромiнених зразкiв з ITS та ISSR-праймерами. Для всiх варiантiв дослiду спостерiгався
однаковий результат. Вiдмiнностей мiж контролем та опромiненими варiантами не виявле-
но, що свiдчить про вiдсутнiсть значущої фрагментацiї ДНК, зумовленої впливом опромi-
нення. Це дає можливiсть говорити про змiни епiгенетичного характеру, що вiдбуваються
в транскрибованiй та сателiтнiй дiлянках геному на фонi незмiнної генетичної структури.
Розглянемо епiгенетичнi змiни, що вiдбуваються в транскрибованiй дiлянцi геному
при опромiненнi рентгенiвською радiацiєю. Електрофореграми амплiфiкацiї ITS-прайме-
рiв з продуктами рестрикцiї показують вiдмiнностi в профiлi метилування контрольних та
опромiнених рентгенiвською радiацiєю зразкiв. Найбiльш явнi вiдмiнностi спостерiгаються
мiж контролем та варiантами опромiнення в дозах 50 i 100 Гр (рис. 2). На електрофорегра-
мах видно, що у зразках, якi опромiнено дозами 50 та 100 Гр, присутня бiльша кiлькiсть
продуктiв реакцiї, нiж в iнших зразках. Вплив даних доз виражається в появi нових мети-
льованих сайтiв. Спрощення спектра амплiконiв на стадiї С4 свiдчить про зменшення числа
сайтiв метилчутливих рестриктаз у процесi старiння.
Вибiр транскрибованого спейсера (ITS) гена рибосомної РНК пов’язаний з тим, що ло-
куси рДНК є типовим прикладом повторюваної послiдовностi, яка мiстить гiпо- та гiпер-
метильованi сайти. У нормi рДНК гiпометильована, але в мiнливих умовах можуть спосте-
рiгатися процеси гiперметилування. Послiдовностi рибосомних генiв є хорошими мiшенями
для метилування de novo. Цим, можливо, пояснюється пiдвищення статусу метилування
у вiдповiдь на дiю опромiнення, яке ми спостерiгали. Пiд дiєю стресу може вiдбуватися ком-
партменталiзацiя рДНК з утворенням iнактивованих дiлянок. Незрозумiлою залишається
роль метилування в сателiтах, тобто в послiдовностях, якi нiколи не транскрибуються та
беруть участь в утвореннi конститутивного гетерохроматину [5–7].
Сателiтна ДНК належить до областi гетерохроматину та є бiльш метильованою порiв-
няно з транскрибованою ДНК. Виявляється сателiтна ДНК у виглядi тандемно розташо-
ваних багаторазово повторюваних послiдовностей, довжина її варiює вiд декiлькох сотень
до двох п. н. Послiдовнiсть та кiлькiсть повторiв варiює навiть усерединi одного виду. Сате-
лiтна ДНК — найбiльш нестабiльний компонент геному з високою швидкiстю молекулярної
еволюцiї. Значний рiвень метилування у рослин обумовлений наявнiстю великої кiлькостi
сателiтних послiдовностей в гетерохроматинi, оскiльки саме сателiти найбiльше метильо-
ванi [8–10].
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Рис. 2. Електрофореграми продуктiв амплiфiкацiї рестриктiв ДНК з ITS-праймерами: а, б — HpaII (a —
стадiя C1; б — стадiя C4); в, г — MspI (в — стадiя C1; г — стадiя C4); д, е — SmaI (д — стадiя C1; е —
стадiя C4).
М — маркер молекулярної маси 100 bp DNA Ladder. К — контроль. Доза опромiнення: 1 — 10 Гр; 2 —
20 Гр; 3 — 50 Гр; 4 — 100 Гр
Iснує припущення, що високий ступiнь метилування сателiтiв необхiдний для iнактивацiї
надлишкового геному. Метилування сателiтiв iнактивує транспозони, впливає на ДНК-ДНК
взаємодiї, запобiгає рекомбiнацiї мiж гомологiчними сателiтами, сприяє утворенню третин-
ної структури хроматину, що обумовлює компактний стан гетерохроматину. У рослин з ве-
ликим геномом сателiти, представленi сотнями тисяч одиниць, розсiянi по рiзних хромо-
сомах. Незважаючи на те що сателiтна ДНК не кодує бiлки, не бере участi безпосередньо
в регуляцiї експресiї структурних генiв, їй приписується роль контролю механiзмiв генної
активностi [8].
Розглянемо змiни, що вiдбуваються в сателiтнiй дiлянцi ДНК сiм’ядольних листкiв Li-
num usitatissimum при опромiненнi рентгенiвською радiацiєю в зазначених вище дозах.
Ми дослiджували статус метилування мiкросателiтних послiдовностей, для чого застосо-
вували ISSR-маркери при амплiфiкацiї фрагментiв ДНК, рестриктованих метилчутливими
ретриктазами. Проводили порiвняння за принципом полiморфiзму довжин амплiфiкова-
них фрагментiв, перевiряли стабiльнiсть прояву тих чи iнших амплiконiв шляхом кiлько-
разового повторення амплiфiкацiї з тим самим праймером на тому самому опромiненому
рослинному матерiалi. Використанi ISSR-праймери складаються з тандемних коротких нук-
леотидних повторiв та одного або декiлькох селективних нуклеотидiв на 3′-кiнцi прайме-
ра. Данi маркери мають високу вiдтворюванiсть та точнiсть результатiв. Зазвичай у до-
слiдженнях епiгенетичного статусу ДНК класичний ISSR-аналiз не застосовується. Проте
в поєднаннi з метилчутливими рестриктазами метод виявився придатним для аналiзу ста-
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Рис. 3. Електрофореграми продуктiв амплiфiкацiї рестриктiв ДНК з ISSR-праймерами: а, б — НрaII (a —
стадiя C1, б — стадiя C4); в, г — MspI (в — стадiя C1; г — стадiя C4); д, е — SmaI (д — стадiя C1; е —
стадiя C4).
М — маркер молекулярної маси 100 bp DNA Ladder. К — контроль. Доза опромiнення: 1 — 10 Гр, 2 —
20 Гр, 3 — 50 Гр, 4 — 100 Гр
тусу метилування мiкросателiтних послiдовностей дослiджуваного нами модельного орга-
нiзму.
Електрофореграма амплiконiв сателiтної ДНК свiдчить про помiтну вiдмiннiсть їх спект-
ра не тiльки для контрольних та дослiдних зразкiв, а й у межах варiантiв опромiнення
рiзними дозами. Змiни пов’язанi зi зникненням амплiконiв в опромiнених зразках. Цей ре-
зультат не суперечить даним про достатнiй рiвень нативностi дослiджуваної ДНК.
При амплiфiкацiї HpaII-рестриктiв ДНК з ISSR-праймерами у варiантах опромiнення
дозами 50 та 100 Гр спостерiгається менше продуктiв реакцiї, нiж у варiантах опромiнення
iншими дозами та контролi (рис. 3 а, б ). На стадiї С4 зменшення кiлькостi амплiконiв вiд-
бувається рiвномiрно у всiх зразках. Для MspI-рестриктiв вiдмiчається зменшення спектра
амплiфiкацiї по дозах та стадiях старiння (див. рис. 3, в, г). Для SmaI-рестриктiв маємо
аналогiчний результат (див. рис. 3, д, е). Найбiльш явними вiдмiнностi є мiж контролем та
варiантом опромiнення 100 Гр.
Порiвняння ISSR-спектрiв зразкiв, опромiнених рiзними дозами iонiзуючого випромiню-
вання, показало зменшення амплiфiкованих фрагментiв при збiльшеннi дози опромiнення.
Це свiдчить про зменшення числа метильованих мiкросателiтних дiлянок пiд дiєю даних
видiв опромiнення. Ефект, який ми спостерiгаємо, iмовiрно, обумовлений процесами деме-
тилування сателiтної ДНК. Однi механiзми беруть участь у вiковому деметилуваннi ДНК,
iншi — в стресiндукованому деметилуваннi. Причому цей процес повинен вiдбуватися швид-
ше, нiж включення в ДНК нових метильних груп за допомогою ферменту ДНК-метилази.
142 ISSN 1025-6415 Reports of the National Academy of Sciences of Ukraine, 2015, №1
Рiзнi дози випромiнювання викликають або епiгенетичний сайленсинг шляхом метилу-
вання, деацетилування гiстонiв, або, навпаки, — деметилування, що супроводжується зрос-
танням геномної нестабiльностi. Пiсля гострого або хронiчного опромiнення вiдбувається
зменшення радiочутливостi рослин. Адаптацiя до iонiзуючого випромiнювання залежить
вiд структурних та функцiональних характеристик рослини, рiвня клiтинної активностi
пiд час опромiнення та ступеня експресiї ферментiв, що запобiгають пошкодженню ДНК.
Реакцiї у вiдповiдь на дiю радiацiї включають первиннi пошкодження структур клiтин-
них компонентiв, вториннi порушення процесiв у клiтинi, запуск адаптацiйних механiзмiв,
вiдновлення пошкоджень. Однак адаптацiя вiдбувається тiльки за умови радiацiйного на-
вантаження, яке не торкається стабiльностi та життєдiяльностi структур рослинного ор-
ганiзму [11].
Дослiдження транскрибованих та сателiтних дiлянок геному сiм’ядольних листкiв L. usi-
tatissimum також показало зменшення метильованих сайтiв у процесi старiння, що узгод-
жується з вiдомим феноменом залежного вiд вiку деметилування геному еукарiот. Залиша-
ється невiдомим питання про те, який з процесiв є первинним — деметилування ДНК, що
iндукує загибель клiтин, чи iншi процеси, якi запускають програму клiтинної загибелi, що
викликає рiзке вiдокремлення метильних груп вiд ДНК [12]. В останньому випадку падiння
рiвня метилування можна розглядати як раннiй показник апоптозу, при якому активується
Mg2+-залежна ендонуклеаза, що вилучає з ДНК сайти, якi мiстять 5-метилцитозин. Вихо-
дячи з цього, деметилування є iндукованим процесом у ходi апоптотичних реакцiй. Однак,
як видно на прикладах iнших живих органiзмiв, деметилування являє собою феномен ста-
рiння на рiвнi ДНК. Дослiдження зародкiв Xenopus показало, що втрата метилування ДНК
в соматичних клiтинах запускає механiзм апоптозу за допомогою бiлка р53, який активує
каскад протеолiтичних ферментiв [13].
Концепцiя вибiркового метилування генiв пiдтверджена низкою лiтературних даних.
Вiдомо, що пiд час проростання насiння рослин вiдбувається диференцiйне метилування
сайтспецифiчних послiдовностей на фонi глобальної змiни рiвня метилування ДНК. Так,
наприклад, у геномi пшеницi в перiод проростання спостерiгається зниження рiвня метилу-
вання в унiкальних послiдовностях ДНК [14]. У геномi S. latifolia високий рiвень метилу-
вання ДНК присутнiй в апiкальних меристемах пагона та кореня, середнiй — у сiм’ядолях.
Послiдовне деметилування ДНК починається з клiтин ендосперму потiм продовжується
в клiтинах гiпокотиля та поширюється на сiм’ядолi. За змiстом модифiкованих цитозинiв
ДНК генеративних органiв достовiрно вiдрiзняється вiд ДНК вегетативних органiв таких,
як пагiн та листя. Так, рiвень метилування ДНК кореня моркви вищий, нiж сiм’ядоль, ме-
тилування сiм’ядоль вище, нiж генеративних органiв. ДНК томатiв у процесi онтогенезу
також властива варiабельнiсть метилування в рiзних органах. При проростаннi Arabidopsis
змiнюється рiвень метилування повторюваних послiдовностей рДНК. Диференцiальному
метилуванню пiдпадають внутрiшнi залишки цитозину в CpCpGpG-сайтах, хоча рiвень мо-
дифiкацiї зовнiшнiх не змiнюється. На пiзнiших стадiях вiдбувається гiперметилування да-
них повторiв та зниження експресiї генiв 5S рРНК. Є данi, що в центромерних повторах
ДНК насiння та проросткiв Arabidopsis рiвень метилування менший, нiж у зрiлих листках.
Гiпометилування, можливо, є наслiдком переходу вiд стану метаболiчного спокою насiння
до стану активно зростаючих проросткiв [15].
Таким чином, отриманi данi про вплив рентгенiвського опромiнення на епiгенетичний
аспект старiння сiм’ядольних листкiв L. usitatissimum свiдчать про змiну профiлю метилу-
вання в рiзних частинах геному як при дiї певних доз опромiнення, так i в процесi старiння.
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Реакцiя на опромiнення транскрибованої та сателiтної дiлянок геному була рiзною. Вивчено
показники метилування сумарної ДНК, патернiв сайтспецифiчних послiдовностей генiв та
сателiтних дiлянок. Встановлено збiльшення числа метильованих сайтiв у транскрибованiй
дiлянцi при дiї високих доз рентгенiвського опромiнення. У сателiтнiй дiлянцi, навпаки, iз
збiльшенням доз опромiнення зменшувалося число модифiкованих сайтiв. Iмовiрно, у вiд-
повiдь на дiю опромiнення стресовi реакцiї характеризуються процесами тотального гiпоме-
тилування сателiтної ДНК на фонi оборотного гiперметилування окремих транскрибованих
послiдовностей. Можливо, це пов’язано з тим, що при гiпометилуваннi активуються гени,
якi в нормi не активнi, а при оборотному метилуваннi пригнiчуються гени, якi повиннi екс-
пресуватися. Отриманi данi не суперечать показникам високого рiвня нативностi ДНК. На
кiнцевiй стадiї онтогенезу, як в транскрибованiй, так i в сателiтнiй областях геному, вiдбу-
валася рiзка змiна профiлю метилування, що виражалося у спрощеннi кiлькостi продуктiв
амплiфiкацiї в контрольних та дослiдних зразках. У цьому вiдношеннi реакцiя функцiо-
нально рiзних областей геному була аналогiчною.
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Изменения метилирования транскрибируемого и сателлитного
участков генома в ходе старения семядольных листьев Linum
usitatissimum, облученного рентгеновской радиацией
Исследовано воздействие рентгеновского облучения на статус метилирования ДНК семя-
дольных листьев Linum usitatissimum в процессе старения. Установлены изменения про-
филя метилирования в функционально разных частях генома как при определенных дозах
облучения, так и в процессе старения. Рассмотрены гипотетические механизмы эпигене-
тического ответа на действие ионизирующей радиации.
A.М. Berestyana, Academician of the NAS of Ukraine D.M. Grodzinsky
Changes in methylation of transcribed and satellite areas of the genome
during aging the cotyledon leaves of Linum usitatissimum exposed to
X-ray radiation
The eﬀect of X-irradiation on the DNA methylation status of cotyledon leaves Linum usitatissimum
in the aging is studied. The changes in the methylation proﬁle of functionally diﬀerent parts of the
genome at certain doses and in the process of aging are found. Hypothetical epigenetic mechanisms
of response to ionizing radiation are considered.
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